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1 . in vitroの検討
 1） 野生型マウス、緑色蛍光色素蛋白 （GFP） 発現マウスの洗浄血小板にカルシウム感受性色素であるFluo-
4を導入後、フィブリノーゲン被覆したガラス底皿へ粘着させ、各種アゴニスト刺激時の細胞内カルシ


















































1 . in vitroの検討
　血小板［Ca2+］iは粘着後短い周期でカルシウムオシレーションを繰り返した。カルシウムイオノファーに
より血小板［Ca2+］iを持続的に上昇させると血小板膜ではPSの発現を示す標識ANXの集積がみられた。
2 . in vivoの検討
 1） 血栓形成過程における血小板の粘着、凝集、PSの発現を蛍光強度の変化として観察できた。凝集塊の
増大に伴いGFPの蛍光強度は一時増大したが凝集塊中央部ではその後著しく減弱した。標識ANXは凝集
塊の周辺及び表層の血小板には結合せず中央部の血小板にのみ集積した。標識抗フィブリン抗体も凝集
塊中央部に集積した。
 2） アスピリン前投与群ではコントロール群と比較して凝集塊の増大傾向は認められず、PSの発現もコン
トロール群の約40%に抑制されていた。U73343前投与群ではアスピリン前投与群とは異なり凝集塊はコ
ントロール群と同様に一時増大したもののその後急激に縮小し、PSの発現は約25%に抑制された。
　以上の結果から、申請者はin vivo血栓形成過程における血小板の活性化は血小板［Ca2+］iの変化によって
コントロールされており、また凝集塊の部位により異なる機構で制御されていることを明らかにした。
　審査委員会は、in vivoにおける血栓形成過程を空間的、時間的に解析できる実験系を確立したこととそ
れを用いて血栓形成の過程を詳細に検討したことを高く評価した。
　審査の過程において、審査委員会は次のような質問を行った。
1）血小板のカルシウムオシレーションはどのような状態を示すか
2）細胞外カルシウム濃度とPSの発現について
3）血小板の静止状態について
4）カルシウムイオノファー刺激に対するPS発現について
5）Prothrombinase活性の評価について
6）PSの発現に血小板［Ca2+］iのピークあるいは持続時間どちらがより重要か
7）PSが血栓内部に向かって広がる病態生理学的な意味について
8）PSはprocoagulant factorと考えられるか
9）PS発現とフィブリン凝集との関連について
10）ANXの凝固系への影響について
11）アスピリンはU73343よりPS発現を抑えていない理由について
12）アスピリンおよびU73343の血小板［Ca2+］iへの影響について
　これらの質問に対し申請者の解答は適切であり、問題点も十分理解しており、博士（医学）の学位論文
にふさわしいと審査員全員一致で評価した。
　　論文審査担当者　　主査　　梅　村　和　夫
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